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(57) Abstract 



The invention relates to a multifunctional vitamin D derivative of formula (I) wherein; O represents the oxygen atom of an , ether 
srouo X represents z spacer group having a length of 0.8 to 4.2 nm. for example, an amino carboxylic ac.d radical an amino undecano* 
S^orTamKCr radical; Y Resents hydrogen or hydroxy; A represents a tracer group such as bjohn, *m« o 
another vitamin D group which are bound by a protein having a higher affinity; R represents a hydrocarbon side-group of vitamin D or 
D metabolites! V invention also relates to a method for quantitatively detenrnninga 25-hydroxy-v.tam.n D metabolite and a 
Ja,25-4ihydroxy-vitamin D metabolite in a sample. 
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(57) Zusammenfassung 

Multifunktionelles Vi tarn in-D-Deri vat der Formel (I), worin ist: O das Sauerstoffatom einer Ethergruppe; X eine Abstandsgruppe von 
0,8 vis 4,2 nm Lange, bspw. ein Aminocarbonsaure-, Aminoundecansaure- oder Aminopolyetherrest; Y Wasserstoff oder Hydroxy; A eine 
Tracer-Gruppe wie Biotin, Digoxigenin oder eine weitere Vitamin-D-Gruppe, die von einem Protein mit hoher Affinitat gebunden werden; 
R eine Kohlenwasserstoff-Seitengruppe von Vitamin-D bzw. Vitamin-D-Metaboliten; sowie Verfahren zur quantitativcn Bestimmung von 
25-Hydroxy- und la,25-Dihydroxy-Vitamin-D-Metabolit in einer Probe. 
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FUNKTIONELLE VITAMIN-D-DERIVATE UND VERFAHREN ZUR BESTIMMUNG 
VON 25-HYDROXY- UND la,25-DIHYDROXY- VITAMIN-D 

5 Die Erfindung betrifft Derivate von 25-Hydroxyvitamin-D, deren Hersteliung sowie Ver- 

fahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und 1,25-Dihydroxy- Vitamin-D in Proben. 

Die D-Vitamine oder Calciferole entstehen aus ihren Provitaminen durch eine Sonnenlicht- 
katalysierte Spaitung des B-Rings im Sterangeriist. Ihre wichtigsten Vertreter sind Vitamin-D 3 
(Cholecalciferol) und Vitamin-D 2 (Ergocalciferol), welche sich nur in den Seitenketten geringfugig 

10 unterscheiden, die aber - soweit bekannt - gleich metabolisiert werden und identische biologische 
Wirkungen besitzen. Wahrend Provitamin-D 2 mit der Nahrung aufgenommen werden muss, kann 
das Provitamin-D 3 im menschlichen Organismus gebildet werden. Soweit durch Indizes nicht naher 
bezeichnet, umfasst die Bezeichnung Vitamin-D nachstehend allgemein alle Vitamin-D-Formen. In 
der Haut gebildetes oder mit der Nahrung aufgenommenes Vitamin-D wird im Plasma vom 

15 Vitamin-D-Bindungs- oder -Transportprotein (DBP) gebunden, zur Leber transportiert und dort zu 
25-Hydroxyvitamin-D (25-OH-D) metabolisiert. Das Vitamin-D-bindende Protein DBP ist auch als 
Gc-G!obulin oder group specific component bekannt (J.G. Haddad in J. Steroid Biochem. Molec. 
Biol. (1995) 53, 579-582). Uber 95% des im Serum messbaren 25-Hydroxyvitamin-D ist in der 
Regel 25-Hydroxyvitamin-D 3 . 25-Hydroxyvitamin-D 2 wird nur in hoheren Anteilen gefunden, wenn 

20 die Person unter einer Medikation mit Vitamin-D 2 steht oder, wie in den Vereinigten Staaten haufig 
praktiziert, die Nahrung mit Vitamin-D 2 angereichert wird. 

25-Hydroxyvitamin-D ist der vorherrschende Vitamin-D-Metabolit im Blutkreislauf und 
seine Konzentration im Serum beschreibt allgemein den Vitamin-D-Status, d.h., inwieweit dem 
Organismus Vitamin-D zur Verfugung steht. 25-Hydroxyvitamin-D wird bei Bedarf in der Niere zu 

25 la,25-Dihydroxyvitamin-D metabolisiert, einer hormonartigen Substanz mit hoher biologischer 
Wirkung. Die Bestimmung von la ; 25-Dihydroxyvitamin-D gibt an, wieviel Vitamin-D sich in der 
aktivierten Form befinden. 

Die Bestimmung von 25-Hydroxyvitamin-D in einer Probe erfolgt bevorzugt nach dem 
Prinzip der kompetitive Proteinbindungsanalyse, wobei anhand der Verdrangung von radioaktivem 

30 25-Hydroxyvitamin-D von den Bindungsstellen eines Vitamin-D-bindenden Proteins das in der 
Probe vorhandene 25-Hydroxyvitamin-D quantifiziert wird. Daneben haben sich seit einigen Jahren 
Radioimmunoassays mit ,25 I-markierten Vitamin-D-Derivaten und Antikorpern gegen Vitamin-D- 
Derivate in der Diagnostik etabliert. Die Angaben zum ublichen 25-Hydroxyvitamin-D-Spiegel im 
Serum schwanken je nach Labor. Es besteht aber Einigkeit dahin, dass die Konzentration von 25- 

35 Hydroxyvitamin-D im Serum in der Regel groBer als 5 ng/ml und kleiner als 80 ng/ml ist. Die 
kompetitive Proteinbindungsanalyse verlangt den Einsatz eines radioaktiven Vitamin-D-Derivats, 
welches das gleiche Proteinbindungsverhalten besitzen muss wie 25-Hydroxyvitamin-D. Ahnliches 
gilt auch fur die kompetitive Bindungsanalyse fur das biologisch aktive la,25-Dihydroxyvitamin-D 
oder andere Vitamin-D-Metaboliten. 
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Die europaischen Patentschriften 0 312 360 und 0 363 21 1 sowie Tanabe et aL in J. Chem. 
Soc, Chem. Commun. 1989, 1220-1221 und J.Nutri. Sci. Vitaminol., 1991, 37, 139-347 offenbaren 
verschiedene '"lod-markierte Hydroxy- und Dihydroxyvitamin-D-Derivate und deren Verwendung 
in Bindungsanalysen. Nachteilig an diesen Derivaten ist, dass sie problematisch herzustellen und 
5 extrem labil sind. Licht, radioaktive Strahlung, Protonen, Wasserstoff, Enzyme, freie Radikale oder 
die Gegenwart von lod in freier oder gebundener Form haben groBen Einfluss auf die Raumstruktur 
und die Bindeeigenschaften der Vitamin-D-Derivate an Vitamin-D-bindendes Protein DBP oder 
spezifischen Antikorpern. Sie konnen vor allem eine Drehung des A-Rings im Sterangerust verur- 
sachen oder katalysieren. Die 3(}-Hydroxygruppe des Vitamin-D-Molekuls wird dabei in die 
10 Pseudo- la-Position gedreht, so dass dann das 5,6-trans- Vitamin-D vorliegt. Die sogenannten 
Pseudo-la-Hydroxy-Analogen des Vitamin-D werden zwar ahnlich wie Vitamin-D metabolisiert, 
sie haben aber eine in wesentlichen Punkten andere Struktur und werden von Vitamin-D-bindenden 
Proteinen wie bspw. DBP/Gc-Globulin oder Anti-Vitamin-D-Antikorper nicht oder deutiich 
schlechter gebunden. 

15 



20 




pseudoia-Hydroxy-Analog 

25 Die vorstehend beschriebene Umlagerung ist als Beispiel zu verstehen. Es treten auch andere 
chemische Reaktionen und Umiagerungen auf. Gleiches gilt fur 'H- oder M C-markierte Vitamin-D- 
Derivate. Auch diese Vitamin-D-Derivate sind nicht so stabil, dass sie eine zuverlassige 
Bindungsanalyse eriauben. Die radioaktive Markierung steigert zudem die Kosten fur Lagerung, 
Transport und Entsorgung und ist allgemein nachteilig fiir Gesundheit und Umwelt. Ferner ist die 

30 Halbwertszeit von l25 lod vergleichsweise kurz. Eine kompetitive Bindungsanalyse mit 'H- und M C- 
markierten Vitamin-D-Derivaten hingegen verlangt besondere Szintillationszahler und ist apparativ 
anspruchsvoller, bei weitgehend gleichen Probiemen. 

Ray et al. in Biochemistry, 1991, 30, 4809-4813 offenbaren die Kopplung von Vitamin-D 3 
mit verschiedenen farbgebenden Gruppen. Die Nachweisempfindlichkeit fur die farbstoffmarkierten 

35 Vitamin-D r Derivate ist aber zu gering, als dass man sie in einer kompetitiven Bindungsanalyse fur 
natiirliche Vitamin-D-Metabolite einsetzen konnte, abgesehen davon, dass die farbstoffmarkierten 
Derivate in Serum nicht stabil und zudem besonders lichtempfindlich sind 

Es ist Aufgabe der Erfindung, Vitamin-D-Derivate zur Verfugung zu stellen, die in einer 
kompetitiven Bindungsanalyse oder ganz generell in Immunoassays von Vitamin-D-Metaboliten wie 

40 25-Hydroxy- und L25-Dihydroxy-Vitamin-D eingesetzt werden konnen. Dies setzt folgende Eigen- 

BNSDOCID: <WO 996721 1A1J_> 



WO 99/67211 



PO7EP99/04418 



10 



schaften voraus, erstens, dass fiir die Vitamin-D-Derivate eine Nachweisempfindlichkeit besteht, 
welche hoher ist. beziehungsweise in einem niedrigeren Konzentrationsbereich iiegt, als die Kon- 
zentration der gesuchten Vitamin-D-Metabolite in den Proben; zweitens, dass die Derivate in Serum, 
Plasma oder Urin unter ublichen protischcn Bedingungen und gegenuber Serumenzymen stabil sind; 
und schlieBlich drittens, dass die Derivate uber Wochcn und Monate hinreichend licht- und 
iaeerstabil sind. Diese Aufgabe wird gelost durch Vitamin-D-Derivate der Formel 




A — X— O 



1 5 worin ist: 

O das Sauerstoffatom einer Ethergruppe; 

X eine substituierte oder unsubstituierte Kohlenwasserstoffstoffgruppe von 0,8 bis 4,2 nm 
Lange, bevorzugt ein C8- bis C12-Gruppe, die ubiiche Heteroatome wie S, O, N oder P 
aufweisen kann, ganz besonders bevorzugt eine Hexamido-, Octamido- oder Decamido- 
20 Amidopropylether-Linkergruppe; 

Y Wasserstoff oder eine Hydroxygruppe; 

A eine funktionelle Gruppe, die von einem bindenden Protein wie einem Antikorper oder 

Vitamin-D-bindendes Protein DBP mit hoher Affmitat gebunden wird; 
R die Seitengruppe eines Vitamin-D-Metabolits, bevorzugt die Seitengruppe von Vitamin-D 2 
25 oder D 3r besonders bevorzugt die 25-hydroxyiierte Seitengruppe von Vitamin-D 2 oder D 3 . 

Eine hohe Affmitat liegt von wenn die Dissoziationskonstante (K) zwischen dem bindenden 
Protein, z.B. dem Antikorper oder DBP, und dem Antigen bzw. der funktionelle Gruppe A groBer 
10* ist. Eine Dissoziationskonstante grofier 10 16 ist fur viele Anwendungen vorteilhaft. In einer 

30 bevorzugten Ausfiihrungsform ist A ausgewahlt aus Biotin, Digoxigenin, Tyrosin, substituiertem 
Tyrosin, substituierten Aminosauren, charakteristischen Aminosaure- und Peptidsequenzen, FITC, 
Proteinen und Proteingruppen wie Protein A und Protein G oder einem weiteren Vitamin-D-Derivat, 
ganz besonders bevorzugt 25-Hydroxyvitamin-D. 

Die Abstandsgruppe X ist bevorzugt ausgewahlt aus substituierten und unsubstituierten C- 

35 Korpem mit 0 ? 8 bis 4,2 nm, bevorzugt etwa 0,12 nm Lange. Besonders bevorzugt ist eine 
Aminocarbonsaure, insbesondere eine Aminoundecansaure, peptidische und Ketogruppe oder ein 
substituierter oder unsubstituierter Aminopolyetherrest mit einer Lange von 0,8 bis 4,2 nm, 
bevorzugt etwa 0,9 bis L5 nm. Dieser Abstand zwischen der Gruppe A und der Bindungs- bzw. 
Erkennungsstelle fiir den Vitamin-D-Rest ist erforderlich, dass die bindenden Proteine an die 
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jeweiligen Bindungsstellen binden konnen und dabei sich nicht gegenseitig storen. Zu beachten ist, 
dass beispielsweise fur das Vitamin-D-bindende Protein DBP (Gc-Globlin) die 1 9-Methylengruppe, 
gegebenenfalls die 1-Hydroxygruppe des A-Rings und die Vitamin-D-Seitenkette zur Erkennungs- 
stelle gehoren und in einer Bindungstasche aufgenommen werden. Ahnliches gilt auch fur 
speziflsche Antikorper gegen die verschiedenen Vitamin-D-Derivate. Ist die Abstandsgruppe X zu 
kurz, kann neben dem Vitamin-D-bindenden Protein kein weiteres Bindungsprotein an der 
gewahiten funktionellen Gruppe A binden. Fur das bevorzugte Beispiel heifit das, wenn sich die 
funktionelle Biotin-Gruppe innerhalb der Bindungstasche des Vitamin-D-bindenden Proteins 
befindet, ist sie fur das zweite Bindungsprotein, zum Beispiel das Streptavidin, nicht mehr 
zuganglich. Ist die Abstandsgruppe X hingegen zu lang, konnen Molekiilfaltungen auftreten, welche 
gleichfalls die gleichzeitig Bindung zweier Bindungspartner behindern. 

Daneben besitzt die erfindungsgemaBe Abstandsgruppe iiberraschendenveise einen 
sterischen Effekt als sie offenbar eine 1 80°-Drehung des A-Rings aktiv verhindern hilft. Es wird 
vermutet, ohne an diese Theorie gebunden zu sein, dass das 33-Sauerstoffatom der Ethergruppe am 
A-Rings entsprechend einer natiirlichen Hydroxygruppe hydratisiert ist und so einen Angriff auf die 
5,6-Doppelbindung verhindert, abgesehen von anderen elektronischen und sterischen Effekten. Ein 
anderer wichtiger Aspekt ist, dass die erfindungsgemaBe Ethergruppe von den im Serum oder 
Plasma stets vorhandenen Esterasen nicht gespalten werden kann. 

Ganz besonders bevorzugt ist 25-Hydroxyvitamin-Dr3(3-3'[6-N-(biotinyl)hexamido]amido- 
propylether der Forme! II 



o 

U 

HN NH 

V— ( H 




30 



35 



und die la-Hydroxy« und Vitamin-D 2 -AnaIogen. 

Weiterhin bevorzugt sind Derivate, die als zweite funktionelle Gruppe einen Vitamin-D- 
Rest enthaiten. Der Vorteil dieser Derivate ist, dass sie keine systemfremden Gruppen und Verbin- 
dungen enthaiten und so eine erhohte Empfindlichkeit und Zuverlassigkeit der kompetitiven 
Bindungsanalyse erlauben, auch weil sich eventuelle Bindungsbesonderheiten aus erster und zweiter 
Bindung des Vitamin-D-bindenden Proteins bei einer quantitativen Bestimmung kompensieren. 
Besonders bevorzugt sind Verbindungen der nachstehenden Formel III: 




ffl 
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worin R, Y und X wie in oben in Formel I definiert sind. Besonders giinstig sind dabei symmetrische 
Vitamin-D-Derivate. 

Die erfindungsgemafien 25-Hydroxy- und la ; 25-Dihydroxy-Vitamin-D-Derivate sind iiber- 
raschend licht-. lager- und serumstabil und erlauben in alien kompetitiven immundiagnostischen 

5 Verfahren eine empfindliche, zuveriassige quantitative Bestimmung von Vitamin-D-Metaboliten 
wie 25-Hydroxy- und la,25-Dihydroxy-Vitamin-D, beispielsweise fur die Routined iagnostik im 
Human- und Veterinarmedizinbereich sowie in der Forschung. 

ErfindungsgemaB wird die Verbindung der Formel I erhalten durch ein Verfahren, 
umfassend die Schritte: a) Cyanoethylierung der 3-Hydroxygruppe von Vitamin-D oder 25- 

0 Hydroxyvitamin-D mit Acrylnitril in einem geeigneten Losungsminel wie Acetonitril in Gegenwart 
von Kaliumhydrid und tert.-Butanol; b) Reduktion der resultierenden Nitrilgruppe mit einem 
Gemisch aus Lithiumhydrid und Lithiumaluminiumhydrid zu einem Amin; und c) Anhangen einer 
Abstandsgruppe ; gegebenenfalls zusammen mit einer funktionellen Gruppe A an das Amin, bspw. 
Biotinylieren der Verbindung mit einem aktivierten Biotinylierungsreagenz wie LC-BHNS oder, 

5 zum Erhalt eines Vitamin-D-Derivats gemaB Formel III, Kopplung von zwei Amino-Vitamin-D- 
Gruppen durch Kondensation mit einer Dicarbonsaure wie Sebacinsaure mittels Carbodiimid. 

Das erfindungsgemafie Verfahren zur Herstellung funktioneller Vitamin-D-Derivate ergibt 
hohere Ausbeuten bei kiirzeren Reaktionszeiten. Anders als in herkomm lichen Verfahren erfolgt 
namlich in Schrirt a) die Cyanoethylierung der 3-Hydroxygruppe in Gegenwart von Kaliumhydrid 

.0 und tert.-Butanol. Dadurch wird erreicht, dass nur an der 3-Hydroxy-Gruppe von Vitamin-D eine 
Cyanoethylierung erfolgt und die andere Hydroxygruppen des Vitamin-D vor einer Umsetzung 
geschiitzt sind. Die Umsetzung erfolgt bei 0 bis 20°C, bevorzugt bei 5 bis 8°C in einem neutralen 
Losungsminel wie Acetonitril. 

" Bei der nachfolgenden Reduktion wird die Nitrilgruppe des Cyanoethylethers quantitativ in 

25 das Amin uberfuhrt, welches dann vergleichsweise einfach mit einer anderen funktionellen Gruppe 
verknupft werden kann, zum Beispiel durch Umsetzung mit einem handelsublichen Biotinylie- 
rungsreagenz. 

Die Erfindung umfasst zudem die Verwendung der erfindungsgemafien funktionellen 
Vitamin-D-Derivate in Verfahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und lct,25-Dihydroxy- 

30 Vitamin-D in Serum, Plasma, Urin oder einer anderen Probe. Hierbei wird das erfindungsgemaBe 
funktionelle Vitamin-D-Konjugat entweder als Zwischenglied eingesetzt, wbbei das Vitamin-D- 
bindende Protein und nativer Vitamin-D-Metabolit urn die Bindestelle kompetitieren, oder selbst als 
kompetitive Bindungskomponente zu nativem Vitamin-D. Das quantitative Bestimmungsverfahren 
ist vorzugsweise ein E1A, EL1SA, RIA, IRMA, LiA oder ILMA, FIA oder 1FMA in manuell 

35 abzuarbeitenden Testsystemen oder auf Automaten angepasste Versionen in Fliissigphasen- wie 
Festphasentechnik. 

Ein besonders bevorzugtes Verfahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy-und la,25- 
Dihydroxy-Vitamin-D-Derivaten umfasst die Schritte: a) Beschichten eines Tragers mit Strep- 
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tavidin, b) Zugabe ein oder mehrerer multifunktioneller Biotin-Vitamin-D-Derivate. c) Zugabe der 
Probe und einer definierten Menge Vitamin-D-bindendes Protein, d) Bestimmung des gebundenen 
Bindungsproteins mit markierten anti-Vitamin-D-Bindungsprotein-Antikorpern. Die Markierung der 
anti-Vitamin-D-Bindungsprotein-Antikorper kann direkt sein, bspw. eine radioaktive Markierung, 
5 oder auch indirekt, bspw. ein Enzym oder ein aktives Enzymfragment wie Peroxidase, das eine 
Farbreaktion zu katalysieren vermag. 

Ein weiteres bevorzugtes Verfahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy-und loc,25- 
Dihydroxy-Vitamin-D-Derivaten umfasst die Schritte: a) Beschichten eines Tragers mit anti- 
Vitamin-D-Bindungsprotein-Antik6rpern ? b) Zugabe des Vitamin-D-Bindungsproteins, c) Zugabe 

10 der Probe sowie eine definierte Menge Biotin-Vitamin-D-Derivat, d) Bestimmung der Menge 
gebundenes Derivat mit markiertem Streptavidin. Das Streptavidin ist bevorzugt indirekt mit 
Peroxidase markiert; der Trager ist vorzugsweise eine ReaktionsgefaBwand, beispielsweise von einer 
Mikrotiterplatte, oder Teilchen aus polymerem oder magnetischem Material oder beidem, 
beispieisweise Kunststoff- oder Cellulose-Mikropartikel. 

15 Diese Verfahren ermoglichen eine nicht-radioaktive quantitative Bestimmungen von 25- 

Hydroxy- und L25-Dihydroxy-Vitamin-D ; ohne dass aufwendige Sicherheitsvorkehrungen 
erforderlich sind. Die hier vorgeschlagenen kompetitiven Verfahren sind somit fur Routineunter- 
suchungen im Rahmen einer Osteoporose-Prophylaxe, bei einer vermuteten D-Hypovitaminose oder 
D-Hypervitaminose, zur Diagnostik allgemeiner Art und in der Forschung. 

20 Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Kit zur Bestimmung von Vitamin-D-Metaboliten 

wie 25-Hydroxy- und 1,25-Dihydroxy-Vitamin-D, der unter anderem das erfindungsgemaBe funk- 
tionelie Vitamin-D-Derivat enthalt. Der Kit umfasst wahlfrei Vitamin-D-Bindungsprotein (Gc- 
Globulin). anti-Vitamin-D-Bindungsprotein-Antikorper, Streptavidin und vorbehandelte oder 
unvorbehandelte Mikrotiterplanen und/oder magnetische oder andere Mikropartikel und andere 

25 Reagenzien. 

Weitere Vorteile, Merkmale und Ausfuhrungsformen der Erfindung ergeben sich aus den 
nachstehenden Beispielen und den beiliegenden Zeichnungen. Es zeigt: 

Fig. 1 den schematischen Syntheseweg fur das bifunktionelle Vitamin-D-Derivat 25-Hydroxy 
30 Vitamin-Ds-SpO'^-N^biotinyOhexamidoJamidopropylether) gemaB der Erfindung; 

Figs. 2, 3 und 4 Schemadarstellungen verschiedener ELISAs zur Bestimmung von 25-OH-Vitamin- 
D mit Hilfe des erfindungsgemafien 25-OH-Vitamin-D-Konjugat; 

Fig. 5A die Eichkurve eines kompetitiven ELISAs fur 25-OH-Vitamin-D nach Fig. 2; 

Fig. 5B Eichkurven von ELISAs gemaB Fig. 5A mit 3, 60 und 100 Tage altem 25-OH-Vitamin-D- 
35 Biotin-Tracer; 

Fig. 5C die Eichkurve eines kompetitiven ELISAs fur 1 ,25-Dihydroxy-Vitamin-D analog Fig. 2; 

Figs. 6 und 7 Schemadarstellungen kompetitiver RIA fur 25-OH-Vitamin-D mit Hilfe des 
erfindungsgemafien 25-OH-Vitamin-D-Konjugats; 
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Figs. 8, 9 und 10 Schemadarstellungen kompetitiver, radioaktiver IRMAs fur 25-OH-Vitamin-D mit 

Hilfe des erfmdungsgemafien 25-OH-Vitamin-D-Konjugats; 
Figs. 11 und 12 Schemadarstellungen kompetitiver ELISAs unter Verwendung yon Mikropartikeln; 
Fig. 13 Schemadarstellung eines kompetitiven Bindungsassays fur 25-OH-Vitamin-D mit Hilfe 
5 eines 25-OH-Vitamin-D-Konjugats gemaB der Erfmdung und einem direktmarkierten 

Vitamin-D-bindenden Protein. 
Fig. 14 ein Blockdiagramm des Vergleichs der l ? 25-Dihydroxy-Vitamin-D-Gehalte in Seren von 

Dialyse- und Normalpatienten. 

10 Fig. 1 zeigt den erfindungsgemaBen Syntheseweg zur Herstellung des bifunktionellen 25- 

OH-Vitamin-D-Konjugats. Zunachst wird 25-OH-Vitamin-D in einem Gemisch aus Acetonitril, 
Kaliumhydrid und tert.-Butanol mit Acryinitril cyanoethyliert. Durch die Gegenwart des als Base 
fungierenden Kaliumhydrids und durch die Anwesenheit von tert.-Butanol zur Abwendung unspezi- 
fischer Reaktionen an der 25-Hydroxygruppe wird erreicht, dass selektiv die 3-Hydroxy-Gruppe des 

15 Vitamin-D cyanoethyliert wird. Die Ausbeute an 25-OH-Vitamin-D-3P-cyanoethylether betragt in 
der Regel etwa 74% bei einer Reaktionsdauer von 40 Minuten. 

Nach ublicher Aufarbeitung wird der 25-OH-Vitamin-D-3p-cyanoethylether mit Lithium- 
hydrid versetzt und die 25-Hydroxygruppe in das Lithiumalkoholat uberfuhrt. Es folgt eine 
Reduktion des Nitriis mit LiAIRj zu 25-OH-Vitamin-D-3(3-3'-aminopropylether. Dieser Schritt ist 

20 quantitative ohne dass Nebenprodukte auftreten. Zuletzt erfolgt gegebenenfalls eine Biotinylierung 
mit einem aktivierten Biotinyiierungsreagenz wie LC-BHNS (Biotinyl-N-e-aminocaproyl-hydroxy- 
succinimidester). Die resultierende Abstandsgruppe X hat entsprechend der Aminocaproylkette eine 

Lange von etwa 0.8 bis 0.9 nm. 

25-OH-Vitamin-D-3P-3*[6-N-(biotinyI)hexamido]amidopropylether ist temperaturstabil und 

25 kann in einer wassrigen, leicht sauren Matrix iiber mehrere Monate gelagert werden. Da die 
Verbindung von Serumenzymen nicht gespalten wird, eignet sie sich bestens fur diagnostische 
Routinetests in Serum, Plasma und Urin. 

Fig. 2 zeigt eine Schemadarstellung eines kompetitiven ELISA fur 25-OH-Vitamin-D. Hier- 
bei wird das 25-OH-Vitamin-D-Konjugat (25-OH-Vitamin-D-3Po'[6-N-(biotinyl)hexamido]amido- 

30 propylether) iiber Streptavidin an eine feste Phase gebunden. Dann erfolgt in flussiger Phase die 
kompetitive Bindung von Vitamin-D-bindenden Protein und 25-OH-Vitamin-D aus Standard oder 
Probe an das 25-OH-Vitamin-D-Konjugat. Der Nachweis erfolgt durch Peroxidase-markierte Anti- 
korper gegen das Vitamin-D-bindende Protein. Der Fachmann weiB, dass audi andere Marker- 
enzyme verwendet werden konnen, zum Beispiel alkalische Phosphatase oder Galaktosidase, etc. 

35 Fig. 3 zeigt die Schemadarstellung eines kompetitiven, nicht-radioaktiven ELISA, wobei das 

Vitamin-D-bindende Protein zunachst iiber anti-Vitamin-D-Bindungsprotein-Antikorper an die feste 
Phase gebunden wird. Danach erfolgt in flussiger Phase die kompetitive Bindung von 25-OH- 
Vitamin-D-Biotin und 25-OH-Vitamin-D aus Standard bzw. Probe. Zur Bestimmung wird dann 
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Peroxidase-markiertes Streptavidin eingesetzt. Das gezeigte Prinzip lasst sich selbstverstandiich auf 
andere Tracer-Gruppen statt Biotin und auf andere Markerenzyme, wie oben angegeben. tibertragen. 

Fig. 4 zeigt die Schemadarstellung eines kompetitiven EL1SA, wobei das Vitamin-D- 
bindende Protein direkt an die feste Phase gebunden ist. Die kompetitive Bindung von 25-OH- 
5 Vitamin-D r Biotin und 25-OH-Vitamin-D 3 aus Standard bzw. Probe erfolgt in flussiger Phase und 
Peroxidase-markiertes Streptavidin wird zur quantitativen Bestimmung eingesetzt. 

Fig. 5 A -C zeigen die typische Eichkurven yon kompetitiven ELI S As mil 25-OH-bzw 1,25- 
Dihydroxy-Vitamin-D 3 -Biotin gemaft dem in Fig. 2 gezeigten Prinzip. Die Menge an gebundenem 
Vitamin-D-Bindungsprotein wurde bestimmt durch eine standard isierte Farbreaktion mit 

1 0 Peroxidase-gekoppelten anti-Vitamin-D-Bindungsprotein-Antikorpern und Tetramethylbenzidin 
(TMB) als Substrat. Alternative Substrate waren beispielsweise OPD (1.2-Phenyldiamin x 2 HC1), 
ABTS und andere. Fur die Eichkurve wurden Vitamin-D-Proben mit Konzentrationen von 0, 8, 20, 
50, 125 und 312 nMol/I eingesetzt. Die Ordinate zeigt die optische Dichte als Mineiwert von zwei 
Messungen bei 450 nm; die Abszisse die Konzentration an 25-OH- bzw. L25-Dihydroxy-Vitamin-D 

15 innMol/I. 

Fig. 6 zeigt die Schemadarstellung eines kompetitiven Protein-Bindungsversuch (CPBA), 
wobei 25-OH-Vitamin-D 3 -Biotin und 25-OH-Vitamin-D aus Standard bzw. Probe in flussiger Phase 
urn die Bindungsstelle des Vitamin-D-Bindungsproteins kompetitieren. Es wird 13 "I-markiertes 
Streptavidin fur die quantitative Bestimmung verwendet. 

20 Fig. 7 zeigt die Schemadarstellung eines kompetitiven Radioimmunoassays (RJA), wobei 

25-OH-Vitamin-D-Biotin und 25-OH-Vitamin-D aus Standard bzw. Probe in flussiger Phase urn die 
Bindungsstelle eines anti-Vitamin-D-Antikorpers kompetitieren. Fur die quantitative Bestimmung 
wird 125 I-markiertes Streptavidin eingesetzt. Erfolgt die Bestimmung durch ein Streptavidin, das 
nicht radioaktiv, sondern mit einem Fluorophor oder Luminophor markiert ist, liegen sogenannte 

25 L1A- oder FIA-Assays vor. 

Fig. 8 zeigt die Schemadarstellung eines 25-OH-Vitamin-D-IRMA. Es wird zunachst 25- 
OH-Vitamin-D-Biotin iiber Streptavidin an die feste Phase gebunden. Die kompetitive Bindung von 
Vitamin-D-Bindungsprotein an das Konjugat und 25-OH-Vitamin-D ? aus . Standard oder Probe 
erfolgt dann in flussiger Phase. Die Menge des Konjugat-gebundenen Bindungsproteins wird mit 

30 I25 I-markierten Antikorpem bestimmt. 

Fig. 9 ist die Schemadarstellung einer IRMA-Sandwich-Technik (Immunoradiometrischer 
Assay). Hierzu werden anti-Vitamin-D3-Antik6rper an die feste Phase gekoppelt. An diese binden 
dann Vitamin-D-Bindungsproteine. Die Kompetition erfolgt im nachsten Schritt zwischen dem 25- 
OH-Vitamin-D-Konjugat und 25-OH-Vitamin-D aus Standard oder Probe. Die Bestimmung der 

35 Menge gebundenes Konjugat erfolgt durch 125 l-markiertes Streptavidin. 

Fig. 10 zeigt die Schemadarstellung eines weiteren IRMA-Sandwich-Technik. Es wird 
zunachst Vitamin-DrBindungsprotein an die feste Phase gekoppelt. Dann erfolgt daran die 
kompetitive Bindung zwischen dem 25-OH-Vitamin-D 3 -Konjugat und 25-OH-Vitamin-D 3 aus 
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Standard oder Probe. Die Menge gebundenes Konjugat wird durch 125 I-markiertes Streptavidin 
bestimmt. 

Fig* 11 zeigt die Schemadarsteilung eines kompetitiven ELISA unter Venvendung von 
Mikropartikeln. Hierbei wird 25-OH-Vitamin-D-Biotin iiber Streptavidin an Mikropartikel gebun- 
5 den. Dann wird 25-OH-Vitamin-D-Derivat daran gebunden. In fliissiger Phase wird Vitamin-D- 
Bindungsprotein und die jeweilige Probe zugegeben. Bindungsproteine und 25-OH-Vitamin-D 3 aus 
Standard oder Probe kompetitieren urn die Bindungsstelle des Konjugats. Die gebundenen Bestand- 
teile vverden dadurch abgetrennt, dass sie tiber die Mikropartikel von einem Magneten zuruck- 
gehalten werden, wahrend der Oberstand mit den ungebundenen Substanzen entfernt wird. Die 

10 Menge gekoppeltes Bindungsprotein wird bestimmt in einem zweistufigen Verfahren mit einem 
primaren Antikorper gegen Vitamin-D-Bindungsprotein und einem sekundaren Peroxidase- 
markierten Antikorper. 

Fig. 12 zeigt eine Schemadarsteilung eines kompetitiven ELISA unter Venvendung von 
Mikropartikeln. Es wird 25-OH-Vitamin-D-Biotin uber Streptavidin an Mikropartikel gebunden. 

15 Dann wird die flussige Probe mit 25-OH-Vitamin-D 3 (aus Standard oder Probe) dazugegeben sowie 
eine nicht-sattigende Menge Antikorper. Das Konjugat und das native Vitamin-D 3 kompetitieren 
urn die Bindung des Antikorpers. Die Menge gebundener Antikorper erfolgt durch Agglutination der 
Mikropartikel. Diese kann beispielsweise direkt durch Nephelometric bzw. Turbimetrie bestimmt 
werden. 

20 Fig. 13 zeigt das Schema eines kompetitiven Bindungsassays, wobei das Vitamin-D- 

bindende Protein direkt markiert ist, beispielsweise radioaktiv mit ,:5 Iod, oder fur eine Elektro- 
chemolumineszenz mit Ruthenium(II)tris-(bipyridin>NHS-ester. Die Markierung konnen auch 
Enzyme sein wie Peroxidase, alkalische Phosphatase, (J-Gaiactosidase u.a., oder auch FITC. 

Fig. 14 veranschaulicht in einem Blockdiagramm die unterschiedlichen 1 ,25-Dihydroxy- 

25 Vitamin-D-Gehalte im Serum von Dialyse- und Normalpatienten. 

Die bekannten Bestimmungsverfahren fur Proteine wie der kompetitive ELISA beruhen auf 
dem Prinzip, dass die nachzuweisende Verbindung mit einem Bindungsprotein oder Konjugat urn 
eine Bindungsstelle kompetitiert. Es wird dann die Menge gebundenes Bindungsprotein oder 
Konjugat bestimmt und anhand einer Eichkurve die Konzentration der nachzuweisenden 

30 Verbindung ermittelt. 

Die in den Figuren gezeigten Testprinzipien lassen sich einfach auf andere Vitamin-D- 
Derivate iibertragen. Besonders erwahnt sei la25-Dihydroxy-Vitamin-D 2 /D 3 . In diesem Fall muss 
ein Bindungsprotein bzw. ein Rezeptor oder Antikorper gewahlt werden, der das la,25-Dihydroxy- 
Vitamin-D-Analoge spezifisch erkennt. Das zugehorige bifunktionelle 1 cu25-Dihydroxyderivat kann 

35 gewonnen werden enzymatisch durch Umsetzung von 25-OH-Vitamin-D-3p-cyanoethylether mit 
25-OH-Vitamin-D-la-Hydroxylase, Reduktion zum Amin und schlieBiich Addition der zweiten 
funktionellen Gruppe. Ferner werden hier Derivate von Vitamin-D 2 und Vitamin-D 3 vorgeschlagen. 
Deren Synthese kann auf dem in Beispiel 1 vorgestellten Weg erfolgen 
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BE1SPIELE 

Beispiel 1: Synthese von 25-OH-Vit-D 3 -3P-3 ? [6-N-(biotinyl)hexamido]amidopropylether (4) 

Alle Umsetzungen erfolgten im Dunkeln unter trockener Stickstoffatmosphare. Zwischen- 
produkte wurden bei -20°C gelagert. Es wurden HPLC-reine Losungsmittel eingesetzt. Das 25-OH- 
5 Vitamin-Dj war von BIOMOL Feinchemikalien GmbH, Hamburg, der LC-BHNS (Long-Chain-Bio- 
tinyi-N-e-aminocaproyl-hydroxysuccinimidester) von Sigma Chemie, alle weiteren Chemikalien 
von Fluka, Darmstadt. Die Massenspektroskopie(FAB) erfolgte mit einem Finigan-MAT-90, die 
NMR-Messungen mit einem Bruker-ARX-400 (400 MHz) oder einem Bruker-ARC-250F (250 
MHz). 

1 0 (x) 25-OH- Vitamin-D 3 -30-cyanoethylether (2) 

5 mg 25-OH- Vitamin-Ds (12,5 uMol), gelost in Methylenchlorid (CH 2 C1 2 ), wurde in einen 
mit Stickstoff gefullten Kolben uberfuhrt und das Losungsmittel abgezogen. Der feste Riickstand 
wurde in 1 ml Acetonitril aufgenommen und versetzt mit 10 Tropfen einer Mischung von tert.- 
Butanol und Acetonitril (9:1 v/v) sowie 130 uMol Acrylnitril (10 eq.) in 100 ul Acetonitril 

15 [Stammlosung: 86 ul Acrylnitril (1.3 mMol) verdunnt mit Acetonitril auf 1 ml]. Die klare Losung 
wurde 15 Minuten bei 6°C geruhrt. Es wurde 6.25 uMol Kaliumbydrid (0,5 eq.) in 25 \i\ tert.- 
Butanol/Acetonitril (9:1 v/v) [Stammlosung: 10 mg KH (250 uMol) in 1 ml tert-Butanol/Acetonitril 
(9:1 v/v)] zugegeben. Die dabei entstehende Ausflockung loste sich sofort wieder. Die Mischung 
wurde bei 6°C geruhrt. Die wiederholte Dunnschichtchromatographie (DC) einzelner Proben mit 

20 20% Petroiether in Methyl-tert.-butylether (MTBE) auf Kieselgel zeigte, dass nach 10 Minuten 
bereits 90% der Ausgangsverbindung umgesetzt waren. Nach 15 Minuten wurden wenige Tropfen 
Reaktionsgemisch mit etwa 5 Tropfen Wasser und 0.5 ml MTBE aufgearbeitet. Die DC der 
organischen Phase zeigte kein Edukt mehr. Nach 40 Minuten wurde das gesamte Reaktionsgemisch 
mit Wasser/MTBE aufgearbeitet. Es wurde 4 mg oliges Produkt erhalten. 



25 



30 



IR (NaCl/CH 2 Cl 2 ): 3422 OH 

2941,2872 CH 

2252 Nitril 

1105 Ether 



Die HPLC-Analyse (3% MeOH/CH 2 Cl 2 ) ergab 93% Produkt und 7% Edukt. 4 mg Produkt 
enthielten somit 3.7 mg (8,2 uMol) Zielverbindung, was einer Ausbeute von 74% entspricht. 
(ii) 25-OH- Vitamin-D 3 -30-3 'aminopropylether (3) 

3.75 mg (8.3 uMol) Nitril aus (i) wurde in 2 ml Ether gelost, mit 125 pMol Lithiumhydrid 
35 gelost in 1 mi Ether (Stammlosung: 7 mg frisches feinpulvriges LiH in 7 ml Ether) versetzt und eine 
Stunde bei Raumtemperatur unter Stickstoff geruhrt. Es wurde 169 uMol LiAIH* als Auf- 
schlammung in 1 ml Ether (Stamm: 18 mg frisches feinpulvriges LiAlH 4 in 3 ml Ether) zugegeben. 
Nach einer weiteren Stunde wurde das Gemisch mit 1 ml konzentriertem KOH, 5 ml H 2 0 und 4 x 20 
ml MTBE aufgearbeitet. Die Dunnschichtchromatographie einer Probe mit 1:1 MTBE/Petrolether 
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auf Kieselgel zeigte nur noch den Ausgangspunkt. Das Diol lag bei K, 0.27; das Nitril bei Ri 0.4. Die 
oewonnene Substanz wurde ohne weitere Analyse und Aufreinigung weiterverarbeitet. 
(Hi) 25-Hydrox)n'itamm-Dr3fr3'[6-N-(biotinyI)hexamido]amifo 

Es wurde 3 mg (6.6 pMol) 25-OH-Vitamin-D 3 -33-aminopropylether (3) aus (ii) in 1 ml 
Dimethylformamid (DMF) gelost. Dann wurde unter Stickstoff 3 mg (6.6 pMol) LC-BNHS und 1 
pi (17.5 pMol) Triethylamin zugegeben. Es wurde 18 h bei Raumtemperatur geriihrt, das DMF 
abgezogen und der Riickstand mit 20% Methanol (MeOH) in CH 2 C1 2 vorgereinigt. 12 mg (> 100%) 
der so gewonnenen Substanz wurden mittels HPLC gereinigt (Bedingungen: Knauer KromasiI-100, 
5 pM, 250 x 4 mm, 10% MeOH in CH 2 CI 2 , 1,5 ml/min, OD 265 ran, 7 Minuten). Die Ausbeute 
betrug 1,2 mg (1,5 pMol). Dies entspricht 12%, bezogen auf das 25-OH-Vitamin-D, und 18% 
bezogen auf die Nitrilverbindung. 



Tabelle I 



15 



Biotin-25-OH-Vitamin-Dj 




H 


Mult 


cc 
[Hz] 


Zuordnung 


6.42 


1 


Dd 


5,7 


NH (Biotin) 


6.2 


1 


D 


11 


6 


6,0 


1 


D 


11 


7 


5.85 


1 


Dd 


5,7 


NH (Biotin) 


5,55 


2 


M 




3-0-CH 2 (28) 


5.38 


1 


S 




NH oder OH 


5,05 


1 


D 


2 


19 


4.83 


1 


D 


2 


19 


4.77 


1 


S 




NH oder OH 


4.51 


1 


M 




HC-NH 1 Biotin 


4,33 


1 


M 




HC-NH 11 Biotin 


3.53 


1 


M 




3 


2.53 


1 


D 


10 


4 


1.21 


6 


S 




26, 27-CHj 


0,93 


3 


D 


6 


21-CH, 


0,54 


*> 
3 


S 




18-CH, 



MS (Finigan MAT 90); (FAB): 797 (MFT) vom 5.9.97 und 28.1 1.97; 1 H-NMR (Bruker ARX 400) 
in CDCI3/TMS bei 400 MHz. Die Analysedaten sind in Tabelle 1 gezeigt. 



Beispiel 2: Stabilitat von 25-OH-Vit.-D 3 -3p-3'[6-N-(biotinyl)hexamido]amidoprop y lether 
20 Es wurde jeweils 20 mg gereinigte 25-OH-D 3 -Biotin-Verbindung (25-OH-Vitamin-D 3 -3p- 

3'[6-N-(biotinyl>hexamido]amidopropyIether) aus Beispiel 1 in ein NMR-Rdhrchen gegeben und 
mit 1 ml Losungsmittel versetzt. Das Losungsmittel war eine Mischung aus Deuteriochloroform- 
:Deuteroacetonitril:D 2 0 im Verhaltnis 3:2:1 mit einem pH-Wert zwischen 4 und 5. Die Proben 
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wurden 200 Tage unter nachstehenden Bedingungen gelagert und in regelmaBigen Abstanden die 
NMR-Spektren untersucht. 



Probe 1 : unter Lichtausschluss bei - 20°C; 

Probe 2: unter Lichtausschluss bei +4-6°C; 

Probe 3: unter Lichtausschluss bei Umgebungstemperatur; 

Probe 4: unter starker Lichteinwirkung (auf der Fensterbank) bei Umgebungstemperatur. 



Die Proben 1 und 2 zeigten iiber die ganzen Zeit keine wesentlichen Veranderungen im 
10 NMR-Spektrum. Eine HPLC-Analyse bestatigte, dass die Proben 1 und 2 auch nach 200 Tagen pro- 
tisches Losungsmitte! intakt vvaren. Probe 3 zeigte eine minimale Veranderung im NMR-Spektrum 
nach 100 Tagen. Die HPLC- Analyse ergab, dass mehr ais 78% der Verbindung noch intakt war. 
Probe 4 war nach 2 Monaten abgebaut. Die Stabilitatsuntersuchung zeigt, dass die Verbindung unter 
Ausschluss von Licht sehr bestandig ist, selbst in protischen Losungsmitteln und ohne Kuhlung. 

15 Beispiel 3: 25-Hydroxyvitamin-D-ELISA mit 25-Hydroxwitamin-D 3 -33-3'[6-N-(biotinyl)- 
hexamidojamidopropylether 

Die Bestimmung erfolgte nach dem in Fig. 2 gezeigten Prinzip. Hierzu musste zunachst 25- 
OH-Vitamin-D-33-3 , [6-N-(biotinyI)hexamido]amidopropylether iiber Streptavidin an eine feste 
Phase gebunden werden. 

20 (i) Beschichtung ewer Mikrotiterplatte mit Streptavidin 

In die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurde jeweils 100 ng Streptavidin gegeben, gelost 
in 200 |il 60 mM NaHCO.;, pH 9,6, und die Platte uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Streptavidin- 
Losung in den Vertiefungen wurde entfernt und jede Vertiefung funfmal mit 200 pi Waschpuffer 
(PBS, pH 7.4 mit 0.05% Tween-20) gewaschen. Dann wurde in jede Vertiefung 250 u! Assaypuffer 

25 gegeben. Fur den Assaypuffer wurde 5 g Casein in 100 ml OA N NaOH gelost und mit PBS, pH 7,4 
auf 1 L Volumen aufgefullt. Die Losung wurde eine Stunde gekocht, das Volumen mit destilliertem 
Wasser auf einen Liter erganzt, der pH-Wert auf 7 ? 4 eingestellt und 0 ? 1 g Thimerosal zur 
Vermeidung von Mikrobenwachstum zugefugt. Die Veniefungen in der Mikrotiterplatte wurden 
eine Stunde bei Raumtemperatur mit Assaypuffer inkubiert, dann der Assaypuffer entfernt und jede 

30 Vertiefung funfmal mit je 200 pi Waschpuffer gewaschen. 

(it) Bmdungvoii 25-Hydroxyvitam'm-D r 3(Ly[6-N'(biot^^ 

Es wurde in eine jede Vertiefung 100 pi Biotin-Vitamin-D-L6sung gegeben (10 ng 25-OH- 
Vitamin-D-3(3-3'[6-N-(biotinyl)hexamido]amidopropylether in 100 |il Waschpuffer) und eine Stunde 
bei Raumtemperatur im Dunkeln und unter Schiitteln inkubiert. Dann wurde die Biotin-Vitamin-D- 

35 Losung aus den Vertiefungen entfernt und jede Vertiefung funfmal mit je 200 pi Waschpuffer 
gewaschen. Es folgte in flussiger Phase die kompetitive Bindung von Vitamin- D-bindenden Protein 
in Gegenwart von 25-OH-Vitamin-D aus Standard oder Probe. 
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(Hi) Probenvorbereitung 

Es wurde 50 \k\ Serum in einem 1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaB mit 200 \i\ EthanoUs 
(vorgekiihlt auf-20°C) durch Vonexen gemischt und 20 Minuten bei -20°C ausgefallt. Die Proben 
wurden in einer Eppendorf-Tischzentrifuge bei maximaler Umdrehung zentrifugiert und die Ober- 
5 stande abgenommen und im ELISA eingesetzt. 

Man kann in der Regel davon ausgehen, dass Plasma oder Serumproben bei 4°C er\va 2 
Wochen stabil sind. Bei langerer Lagerung miissen sie bis zur Bestimmung tiefgefroren werden. 
Urinproben miissen vor einer Lagerung mit 1 N NaOH auf einen pH-Wert zwischen 6 und 8 eingestellt 
werden. Sie konnen dann bei 4°C etwa 14 Tage aufbewahrt werden; bei langerer Lagerung miissen auch 
1 0 sie bis zur Bestimmung tiefgefroren werden. 

(iv) Kompetime Bindung 

Es wurde jeweils 100 \i\ Vitamin-D-bindendes Protein, isoliert aus Ziegenserum (1:15000 in 
Assaypuffer mit 3% (w/v) PEG 6000), zusammen mit 10 nl Standard, Kontrolle oder Probe (10 ^1 
Oberstand aus der Probenvorbereitung) in die Vertiefungen gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde 24 
15 Stunden bei 4°C im Dunkeln und unter Rutteln inkubiert. Dann wurden die Losungen aus den 
Vertiefungen entfernt und die Vertiefungen funfmal mit je 200 ^1 Waschpuffer gewaschen. 

(v) Bestimmung der kompetitiven Bindung 

Es wurde jeweils 100 \i\ Kaninchen-anti-Vitamin-D-Bindungsprotein (1:10000 verdunnt in 
Assaypuffer mit 3% (w/v) PEG 6000) in die Vertiefungen gegeben und eine Stunde im Dunkeln und 

20 unter Rutteln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Losungen wurden aus den Vertiefungen entfernt 
und jede Vertiefung funfmal mit je 200 \i\ Waschpuffer gewaschen. Die quantitative Bestimmung 
erfolgte mit 100 \x\ anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase (1:20 000 verdunnt in Waschpuffer). Es wurde 
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden Antikorper-Losungen abgenommen und 
eine jede Vertiefung fiinfmal mit je 200 ^1 Waschpuffer gewaschen. Fur die Farbreaktion wurden 

25 100 \i\ Tetramethylbenzidin(TMB)-Substrat-L6sung (gebrauchsfertig von NOVUM Diagnostika 
GmbH, Dietzenbach, DE) in die Vertiefungen gegeben. Nach 30 Minuten wurde die 
Farbentwicklung gestoppt durch Zugabe von 50 jil 2 M H 2 S0 4 pro Vertiefung. Die Messung der 
optischen Dichte erfolgte bei 450 nm. Die nachstehenden Tabellen II und III zeigen das Pipettier- 
schema fur die Mikrotiterplatte sowie die Werte fur die optische Dichten. 

30 Als Standard wurden Losungen von 25-OH-Vitamin-D 3 in Assaypuffer mit folgenden Kon- 

zentrationen eingesetzt: 0, 8, 20, 50, 125 und 312 nMol/L (siehe Eichkurve in Fig. 5A). Als 
Kontrolle bzw. Proben dienten vier Seren von Patienten mit einer D-Hypovitaminose (Proben-Nrn. 
24, 203, 963, 965) und sowie vier willkurlich ausgewahlte Normaiseren (Proben-Nrn. NP 18, NP 25, 
NP 34, NP 37 - Testreihen 3 und 4). Von den Vitamin-D-Mangelseren wurde zudem die 25-OH- 

35 Vitamin-D-Konzentration durch kompetitiven Bindungsassay mit Hilfe von * H-25-OH-Vitamin-D 
bestimmt. Als weitere "Kontrolle" dienten vier Losungen, bei denen die jeweilige Konzentration an 
25-OH-Vitamin-D aus anderweitigen Bestimmungen bekannt war, enrweder aus den Hersteller- 
angaben oder durch einen kompetitiven Bindungsassay (CBPA) mit 3 H-25-OH-Vitamin-D. 



BNSDOCID: <WO 996721 1A1J_> 



WO 99/67211 



PCT/EP99/04418 



14 

Tabeile II 

Probenanordnung 



Pipettier 
Schema 


Standard 
nMol / L 


Doppelwert 
von Spalte I 


Serumprobe 
Nr. 


Doppelwert 
von Spalte 3 


Kontrollcn 


Doppelwert 
von Spalte 5 


Reihe/ 
Spalte 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


A 


NSB 


NSB 


24 


24 


Kl (CBPA) 


KI (CBPA) 


B 


0 


0 


203 


203 


K2 (CBPA) 


K2 (CBPA) 


C 


8 


8 


963 


963 


K3 (HPLC) 


K3 (HPLC) 


D 


20 


20 


965 


965 


K4 (HPLC) 


K4 (HPLC) 


E 


50 


50 


NP 18 


NP 18 






F 


125 


125 


NP25 


NP 25 






G 


312 


312 


NP34 


NP34 






H 






NP37 


NP37 







NSB: Nichtspezifischer Bindungspuffer (Assaypuffer ohne Vitamin-D-Bindungsprotein) 

Tabelie III 

Messwerte nach 30 Minuten Farbentwicklung 

10 



OD 
450 nm 


Standard 


Doppelwert 
zu Spalte 1 


Serumprobe 

Nr. 


Doppelwert 
zu Spalte 3 


Kontrollen 


Doppelwert zu 
Spalte 5 


Reihe / 
Spake 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


A 






0.947 


1.023 


1.903 


2.300 


B 


2.256 


2.182 


0.853 


0,910 


0.393 


0.371 


C 


1,845 


1.861 


0.646 


0.637 


1.674 


1.586 


D 


1.432 


1.456 


1.429 


1.303 


0.578 


0.634 


£ 


0.625 


0.612 


0.524 


0.547 






F 


0.287 


0.261 


0.454 


0.419 






G 


0.156 


0.176 


0.341 


0.368 






H 






0.421 


0.386 






B m ax 


2.801 


2.676 











Aus den Mitteiwerten der Spalten 1 und 2 und den bekannten Konzentration an 25-OH- 
Vitamin-D wurde die in Fig. 5A gezeigt Eichkurve erstellt. Die Ordinate zeigt die optische Dichte 
als Mittelwert der beiden Messungen bei 450 nm; die Abszisse die Konzentration an 25-OH- 
1 5 Vitamin-D in nMol/l. Die Ergebnisse sind in der Tabeile 5 zusammengefasst. 

Beispiel 4: Vergieichende Bindungsanalyse mit 3 H-25-OH- Vitamin-D als kompetitiver Partner 

Soweit nicht anders angegeben ist, waren alle Reagenzien Puffer und Materialien gleich wie 
im vorgenannten Beispiel 3. Als kompetitiver Bindungspartner (Tracer) diente Tritium-markiertes 
25-OH-Vitamin-D 3 . 

20 Abweichend zu Beispiel 3 wurden die Messproben durch Extraktion (in Einzelwerten) 

aufgereinigt. Hierzu wurde jeweils 50 \x\ Probe [nicht-spezifischer Assaypuffer NSB, Standard, 
Kontrolle, Patientenprobe (Plasma, Serum oder Urin)] in ein 1 .5 ml EinmalreaktionsgefaB gegeben, 200 
|il Acetonitril hinzugefugt, gemischt, die Gefafiwande freizentrifugien, und die Mischung 20 bis 30 
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10 



15 



20 



25 



Minuten bei 4°C inkubiert. Das Gemisch wurde 10 Minuten bei 1700 x g zentrifugiert. Die 
Bestimmungen erfolgten in Doppelwerten mitden Uberstanden. 

Hierzu wurde 25 pi klarer Uberstand in ein Glasrohrchen (oder in ein Spezial-RIA-GefaB von 
Sarstedt, Darmstadt) iiberfiihrt, und 10 pi Tracer ( 3 H-25-OH-D), 300 pi Assaypuffer und 100 pi 
Vitamin-D-bindendes Protein (nicht in NSB) hinzugeben. Der Rohrcheninhalt wurde gemischt, eine 
Stunde bei 4°C inkubiert, und zum Entfernen von nicht gebundenem radioaktiven Tracer 100 pi 
Aktivkohlesuspension (aktivkohlehaltiger Phosphatpuffer mit 0,1% NaN,) zugegeben. Der 
Rohrcheninhalt wurde gemischt. 3 bis 5 Minuten bei 4°C inkubiert, und die Aktivkohle durch 10 
Minuten Zentrifugieren bei 1700 x g pellettiert. Es wurde dann jeweils 400 pi Oberstand in ein 
ZahlgefaU (7 ml) uberfuhrt und nach Zugabe von 2 ml Szintillatorflussigkeit wie Aquasafe™ 300 oder 
HiSafe™ III die im Uberstand befindliche Radioaktivitat gezahlt (2 Minuten in einem Beta-Counter). 
Die Messwerte fur die Kontrollen nach Erstellung der Eiclikurve sind in Tabelle 5 gezeigt. 

Der Vergleich mit dem EL1SA nach Beispiel 3 zeigt, dass fur beide Assayverfahren (ELISA 
und CBPA) gilt, dass der Normbereich fur 25-OH-Vitamin-D im Plasma oder Serum etwa 25-125 
nmol/1 ist. Die Nachweisegrenze dieser Testsysteme wurde festgesetzt als B 0 + 2SD. Sie betragt etwa 
2,5 nmol/1. 

Kreuzreaktionen: Zu Aktivkohle behandeltem Serum wurde 25-OH-Vitamin-D 2 (125 nmol/1), 
24,25-(OH) 2 -Vitamin-D, (250 nmol/1) und l,25-(OH) 2 -Vitamin-D 3 (250 nmol/1) zugesetzt. Das 25-OH- 
Viiamin-D 2 reagierte zu 60%, das 24,25-(OH) 2 -Vitamin-D 3 zu 100% kreuz, wahrend das I,25-(OH) 2 - 
Vitamin-D 3 keine Kreuzreaktivitat zeigte. Ahnliche Ergebnisse werden audi fur erf.ndungsgemaBe 
multifiinktionelle 25-OH-Vitamin-D-Konjugate gefunden bzw. erwartet. 

Reproduzierbarkeit: In Wiederholungsmessungen (n=ll) einer 25-Dihydroxy-Vitamin-D r 
haltigen Probe wurden nachstehende Resultate erzielt. Ahnliches gilt auch fur Messungen mit Hilfe der 
multifunktionellen 25-OH-Vitamin-D-Konjugate gemaB der Erfindung: 



Tabelle IV 



Intraassayvarianz: 





Anzahl 


Mittelwert 
nmol/1 


VK% 


Probe 1 


32 


11.3 


12.5 


Probe 2 


32 


318 


12 


Interassayvarian; 


I 




Anzahl 


Mittelwert 
nmol/1 


VK% 


Probe 1 


9 


9.9 


17 


Probe 2 


9 


310 


11 



30 
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Klinik: 





Anzahl 


Minehvert 
nmoi/l 


Normal personen 


35 


54 


Patienten mit Schenkelhalsbruchen 


43 


9,5 



Fur die in Beispiel 3 genannten Proben wurden mit den Verfahren nach Beispiel 3 und 4 
folgende 25-OH-Vitamin-D-Konzentrationen ermittelt. 

5 

Tabelle V 



Serumprobcn 
'Nr. 


EL1SA mit 
25-OH-D- 

Biotin 
nMol / L 


CBPA mil 
'H-25-OH- 
D 

nMoI/L 




Kontrollen 


ELISA mit 
25-OH-D- 

Biotin 
nMol / L 


Alternative 
Bcstimmung 
nMol / L 


24 


32.9 


33.3 




Kl 


Fehlwert 


20 (a) 


203 


36.8 


29.19 




K2 


76.8 


75-125 (a) 


963 


48.9 


38.4 




K3 


15.0 


20-33 (b) 


965 


21.8 


15,8 




K4 


51.3 


72-120 (b) 


NP 18 


57.0 












NP25 


67.9 




(a) CBPA mit 'H-25-OH-D 

(b) Herstelierangabe 


NP34 


82.4 




NP37 


72.9 





Die von den Hersteilern angegeben Werte waren generell hoher als die im kompetitiven 
10 Bindungsassay ermittelten Konzentrationen. Dies lasst vermuten, dass sich in den uberlassenen 
Proben bereits ein erheblicher Teile des 25-OH-Vitamin-D zersetzt bzw. durch Lichteinwirkung 
umgelagert hatte. 

Beispiel 5: Kontrolle der ELISA-Bestimmung durch HLPC 

Es wurden daher in verschiedenen Proben die 25-OH-Vitamin-D-Konzentration durch 
15 ELISA gemaB Beispiel 3 und zur Kontrolle durch HPLC nachbestimmt. Fur die Eichkurve wurden 
Standards verwendet mit Vitamin-D 3 -Konzentrationen von 0, 8, 20, 50, 125 und 312 nMol/l. Alle 
Proben und Standards wurden in Doppelwerten bestimmt. Die 25-OH-Vitamin-D 3 -Konzentration 
der Proben wurde dann anhand der Eichkun^e aus den Mittel der Doppelwerte berechnet. 

Die Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle VI gezeigt. 

20 
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Tabelle VI 



Probe n 


25-OH-Viiamin-D} [nMoi/L] 




HPLC 


ELISA 


1 


20-33 


30 


"> 


72-120 


76 


.> 


79-102 


96 "1 


4 


< 15 


< Nachweisarenze j 


5 


< 15 


" 7.4" 



Beispiel 6: Langzeitstabilitat von 25-Hydroxyvitamin-D-Konjugat in der ELISA-Bestimmung. 

Es wurden Eichkurven mit gleichen Standardlosungen und Reagenzien gemaG dem Beispiel 
3 nach 60 und 100 Tagen wiederholt, urn zu ermitteln, inwieweit sich eine ELISA-Bestimmung mit 
erfmdungsgemalten Biotin-25-OH-Vitamin-D-Konjugat im Laufe der Zeit verandert, wenn die 
Reagenzien zwischenzeitlich bei 4 bis 6°C im Dunkeln gelagert werden. Die nachstehende Tabelle 
zeigt die jeweiligen optischen Dichten nach 30 Minuten EntwickJung (siehe Beispiel 3) 



10 



Tabelle VTI 



Standard 


Standard 


Doppelwert 
zu SpaJte 1 


Nach 60 
Tagen 


Doppelwert 
zu Spalte 3 


Nach 100 
Tagen 


Doppehven zu 
Spalie 5 


nMol/L 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


NSB 






0,191 


0.280 


0.088 


0.109 


0 


2.256 


2.182 


2.227 


2.285 


L471 


1.562 


8 


1,845 


1.861 


2.041 


2.125 


1.345 


1.366 


20 


1.432 


1.456 


1.860 


1.903 


1.079 


1.060 


50 


0.625 


0.612 


1.293 


1.214 


0.610 


0.690 


125 


0.287 


0.261 


0.606 


0.615 


0.442 


0.329 


312 


0.156 


0.176 


0.448 


0.434 


0.293 


0.257 



Werden die Werte der verschiedenen Eichkurven. abziiglich der jeweiligen nichtspezifl- 
schen Bindung, in ein Diagramm aufgetragen (siehe Fig. 5B). so ist leicht ersichtlich, dass die 
1 5 Eichkurven abgesehen einer relativen vertikalen Verschiebung die gleiche Form besitzen. Dies zeigt, 
dass sich die Empfindlichkeit und Spezif.tat der ELISA-Bestimmungen tiber den genannten 
Zeitraum nicht verandert hat. 

Beispiel 7: 25(OH)-Vitamin-D r ELISA-MTP mit anti-Vitamin-D-Bindungsprotein 

Der Versuch erfolgte im Wesentlichen nach dem Protokoll von Beispiel 3 und dem in Fig. 4 
20 gezeigten Prinzip. Es wurden folgende Puffer verwendet: a) Waschpuffer: PBS, pH 7.4 mit 0.05% 
Tween-20: b) Assaypuffer: 5 g Casein wurden in 100 ml 0.1 N NaOH gelost und mit PBS, pH 7,4 
auf 1 I aufgefullt. Dann wurden 3% (w/v) PEG-6000 sowie 0.1 g Thimerosal™ hinzugefugt. Alle 
Inkubationen erfolgten im Dunkeln und unter Schiitteln. 

(i) Beschichtung der Mikrotiterplatte 
25 In die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden jeweils 100 pi Kaninchen-anti-Vitamin-D- 
Bindungsprotein in 60 mM NaHC0 3 , pH 9,6 gegeben und die Platte uber Nacht bei 4°C inkubiert. 
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Die Losungen wurden entfernt und jede Vertiefung funfmal mit 200 pi Waschpuffer gewaschen. 
Dann wurde 250 pi Assaypuffer in jede Vertiefung gegeben und die Platte eine Stunde bei Raum- 
temperatur inkubiert. Der Assaypuffer wurde entfernt und eine jede Vertiefung funfmal mit je 200 pi 
Waschpuffer gewaschen. 
5 O'iJ Probenvorbereitwig 

Es wurde 50 pi Serum, Plasma oder Standard in einem 1.5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaB mit 200 pi 
Ethanolabs (vorgekuhit auf -20 C) gemischt, gevortext und dann 20 Minuten bei -20°C ausgefallt. 
Die Proben wurden in einer Eppendorf-Tischzentrifuge bei maximaler Umdrehung zentrifugiert. Der 
Oberstand wurde abgenommen und im ELISA eingesetzt. 
10 (Hi) ELISA 

Als Erstes wurde in eine jede Vertiefung 100 pi Vitamin-D-Bindungsprotein, verdunnt in 

Assaypuffer, gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die Platte 

ausgeschlagen und eine jede Vertiefung fiinfmal mit je 200 pi Waschpuffer gewaschen. 

Danach wurden je 100 pi Biotin-Vitamin-D, verdunnt in Assaypuffer, zusammen mit lOpl 
15 Standard, Probe oder Kontrolle in die Vertiefungen gegeben. Die Platte wurde 24 Stunden bei 4°C 

inkubiert. Die Losungen wurden wiederum entfernt und eine jede Vertiefung funfmal mit je 200 pi 

Waschpuffer gewaschen. 

Als Drittes wurde jeweiis 100 pi Peroxidase-gekopppeltes Streptavidin einer 1:10000- 

Verdiinnung in Waschpuffer in die Vertiefungen gegeben und 45 Minuten bei Raumtemperatur 
20 inkubiert. Die Platte wurde ausgeschlagen und jede Vertiefung funfmal mit je 200 pi Waschpuffer 

gewaschen. 

Fur die Farbreaktion wurden 100 pi TMB-Substrat-Losung in jede Vertiefung gegeben. 
Nach ausreichender Farbentwicklung (30 Minuten) wurde die Reaktion mit 50 pi 2M H 3 S0 4 pro 
Vertiefung beendet. Die Messungen der optischen Dichte erfolgte bei 450 nm. Es wurden ahnliche 
25 bis gleiche Ergebnisse erhalten. wie in Beispiel 3 bzw. Tabelle V. 

Beispiel 8: Inhalt einer Testpackung bzw. eines Reagenziensatzes zur Bestimmung von 
25-Hydroxyvitamin-D und la,25-Dihydroxyvitamin-D: 

Inhalt der Testpackung bzw. Testreagenzien und deren Vorbereitung: 

Standards, bspw. 6 Flaschchen 25-OH-Vitamin-D- Standards mit den Konzentrationen 0, 8, 20, 50, 
30 125 und 312 nmol/1; gebrauchsfertig in Waschpuffer. 

Mikrotiterplatten. bspw. mit Streptavidin beschichtet, steril verpackt und vorgewaschen. 

PufTerlosungen, bspw. Waschpuffer, NSB-Puffer und Assaypuffer, Stopplosung. 

Kontrollen, bspw. zwei Flaschchen 25-OH-Vitamin-D-KontroIlen in Humanserum. Kontrolle 1 (30 

nMoi 25-OH-D/L), Kontrolle 2 (80 nMol 25-OH-D/L). 
35 Tracer, bspw. ein Flaschchen mit Biotin-Vitamin-D (25-OH-Vitamin-Dr3p-3'[6-N-(biotinyI)- 

hexamidojamidopropylether) in Waschpuffer (100 ng/ml) 

Vitamin-D-Bindungsprotein, bspw. ein Flaschchen mit Bindungsprotein aus Ziegenserum in 
Phosphatpuffer mit 0,1% NaN 3 ais Stabilisator. 
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Marker, bspw. ein Flaschchen anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase in Waschpuffer. 
TMB-Entwickleriosung, bspw. ein Flaschchen stabilisiene Tetramethylbenzidin-EnUvicklerlosung in 

Waschpuffer. 

Beispiel 9: ELISA zur quantitativen Bestimmung von 1,25-Dihydroxyvitamin-D 
5 Die Bestimmung von 1 ,25-Vitamin-Dj erfolgte nach dem in Fig. 2 dargestellten Prinzip, nur 

dass als Tracer l,25-Dihydroxy-Vitamin-D r Biotin-Verbindungdiente. Bei der Kompetition wird 1,25- 
Dihydroxyvitamin-D, aus Standard oder Probe zusammen mit einem 1,25-Dihydroxy-Vitamin-D- 
Bindungsprotein, einem monoklonalen Maus-anti-la,25-Dihydroxyvitamin-D-Antik6rper (B. Mawer et 
al. in Steroids, 1985, 46, 741-754), zusammengegeben. Das l,25-Dihydroxyvitamin-D 3 aus Standard 
0 oder Probe und die immobilisierte 1,25-Dihydroxyvitamin-Dj-Biotin-Verbindung konkurrieren dann 
urn die Bindungsstelle des Antikorpers. Der Nachweis erfolgt mittels Peroxidase-markierten 
Antikdrpern(Ziege-anti-Maus-lgG-POX). 

(i) Die Beschichtung der Mikrotiterplatten mit Strepiavidin erfolgte wie in Beispiel 3, wobei 
aber der Waschpuffer 0.1% Triton™ X-100 als Detergens enthielt. Anders als in Beispiel 3 wurden die 
5 Vertiefungen der Mikrotiterplatte nach der Behandlung mit der Streptavidin-Losung nicht mehr mit 
Waschpuffer gewaschen, sondern jeweils eine Stunde mit 250 pi wassriger Sorbitol-Losung (Karion™ 
F 1:4 in Wasser) behandelt. Die Bindung des Tracers (1,25-Dihydroxyvitamin-D-Biotin) erfolgte wie in 
Beispiel 3, nur dass in jede Vertiefung 200 pi Tracer-Losung gegeben wurde (20 ng 1,25-Dihydroxy- 
Vitamin-D-3p-3'[6-N-(biotinyl)hexamido]amidopropylether in Waschpuffer). Das 1,25-Dihydroxy- 
20 vitamin-D-Biotin wurde wie in Fig. 1 schematise!! aufgezeigt synthetisiert, nur dass nach dem ersten 
Schrittdie im Unterschuss 3-cyanoethylierte 1-OH-Vitamin-D-Zwischenverbindung isoliert wurde. Es 
kanii aber auch beliebig eine der nachfolgenden Zwischenverbindungen bzw. nach einer Mischsynthese 
spezifisch der 1 .25-Dihydroxy-Vitamin-D-3 3-3 , [6-N-(biotinyl)hexamido]amidopropylether mittels 
HPLC isoliert werden. 

25 (i i) Da im menschlichen Serum das Verhaltnis von 25-OH-Vitamin-D 3 zu 1,25- 

Dihydroxyvitamin-D, in der Regel im Bereich von 1 000: 1 liegt, bedarf die quantitative Bestimmung 
von 1,25-Dihydroxyvitamin-D einer grundlichen Vorbereitung der Proben durch eine kombinierte 
Verteilungs- und Adsorptionschromatographie. Im ersten Schrin wurden hierzu Extrelut™-Kieselgur- 
Saulen (Merck, Darmstadt) mit je 500 pi Tris-Puffer aquilibriert und dann auf die Saulen jeweils 500 pi 

30 Standard, Kontrolle oder Untersuchungsprobe - in Duplikaten - aufgetragen; die Proben konnten dann 
10 Minuten auf den Saulen einziehen. Die Abtrennung der Vitamin-D-Verbindungen von der 
Extrelut™-Saule erfolgte durch 4 mal 1 ml Diisopropylether im Abstand von jeweils drei Minuten. Der 
Extrelur™-Extrakt wurde unmittelbar auf eine Silica-Kartusche (Merck, Darmstadt) uberfuhrt und die 
Extrelut™-Saule verworfen. Die Silicasaule wurde 5 mal mit 2 ml lsopropanol/Hexan (4/96 v/v) und 3 

35 mal mit 2 ml lsopropanol/Hexan (6/94 (v/v)) gewaschen. Das 1,25-Dihydroxy-Vitamin-D wurde dann 
mit 2 mal 2 ml lsopropanol/Hexan (25/75 v/v) von der Silicasaule eluiert und unter Stickstoffstrom bei 
37°C oder in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Die Standard- und Untersuchungsproben wurden 
schlieBlich in 20 pi Ethanol p.a. aufgenommen, mit je 200 pi Maus-anti-l,25-Dihydroxyvitamin-D- 
Antikorperlosung (1: 150000 in RRA-Assaypuffer: 50 mM KH,P0 4 , 15 mM KC1, 1,25 mM EDTA, 
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3mM Mercaptoethanol, pH 7,5) versetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur vorinkubiert - moglichst 
zeitgieich mit der Beiegung der Streptavidin-behandelten Mikrotiterplatte mit dem L25-Dihydroxy- 
vitamin- D-Biotin-Tracer. 

(iii) Die Vertiefungen der Tracer-beschichteten Mikrotiterplatte wurden 5 mal mit je 300 jil 
5 Triton™- Waschpuffer gewaschen und auf saugfahigem Papier ausgeschiagen. Dann wurde 200 ^1 
Antikorper-Probenlosung aus der Vorinkubation in die Vertiefungen uberfuhrt und eine Stunde im 
Dunkeln und unter Schutteln bei Raumtemperatur inkubiert Nach dem Entfemen der Losungen aus 
den Vertiefungen wurden diese fiinfmal mit je 200 jil Waschpuffer gewaschen. Die quantitative 
Bestimmung erfolgte analog Beispiel 3 durch eine Stunde Inkubation mit 200 |il Kaninchen-anti-Maus- 
10 IgG-Peroxidase (1:10000 in Waschpuffer) bei Raumtemperatur, funfmal Waschcn der Vertiefungen mit 
300 jil Waschpuffer. eine Farbreaktion im Dunkeln mit 200 fil TTvlB-Substratlosung (gebrauchsfeitig 
von NOVUM Diagnostika GmbH, Dietzenbach) , Stoppen der Farbreaktion nach 15 Minuten durch 
Zugabe von 50 jil 2 M H 2 S0 4 und Bestimmen der Extinktion bei 450 nm. 

Die nachstehende Tabelle VIII zeigt die Ergebnisse der 1 ,25-Dihydroxyvitamin-D-Bestim- 
15 mung im Serum von 11 Dialysepatienten und sechs willkurlich ausgewahlten Normalpersonen. 
Zur Ermittlung der Eichkurve bzw. ais Standard wurden Losungen von 1,25-Dihydroxyvitamin-D 
in Assaypuffer mit folgenden Konzentrationen eingesetzt: 0, 6,6, 20, 60 und 180 pg/ml (siehe 
Eichkurve in Fig. 5C). 
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Tabelle VIII 



Pipettier 
Schema 


Standard 
1,25-OH-Vit.D 
|pg/ml| 


Anmerkungen 


OD 
450 nm 


Doppel- 
wert 


Mittelwert 


Standard- 
Abwetchung 


1 


0 


Eichkurve 
Siehe Fig. 5C 


0,784 


0.781 


0.782 


0.002 


2 


6.6 


0.732 


0.741 


0.737 


0.006 


3 


20 


0,628 




0.628 




4 


60 


0,484 




0.484 




5 


180 


0,233 




0.233 




KontroH- 

Serum 
98-08-295 


50 J 


Sollbcreich: 23-63 pg/ml 

Mittel: 43.21 pg/mi 
S.D. : 6 t 62 pg/ml 


0.493 








Proben- 
Nummer 


Messwert 
jpg/ ml] 












1 




\ Serum probcn von 
Dialysepatientcn 

Mittelwert: 20.5 
S.D 17.2 
^.Median 13,4 

1 — 


V. /UJ 


ft 7"3T 


0.719 


0,020 


2 


■J ft 1 


ft 


ft SftR 
U.jvJo 


ft 


ft flAft 


3 


57.8 


U,47j 


ft. A^9. 


U.4D0 


ft flI7 


4 


12.2 




ft 


ft A7Q 


ft ftlft 


5 


0.3 


ft 77£ 




ft 77S 

v. / / J 


ft ftft7 


6 


4.0 


ft Akl 


ft R16 
U,0 1 o , 


ft 741 


ft Ift^ 


7 


13.4 


0,642 


0.700 


0.671 


0.041 


8 


39.4 


0,565 


0.504 


0.535 


0.043 


9 


22.1 


0,619 


0.618 


0.000 




10 


22.6 


0.531 


0.700 


0.616 


0.119 


11 


8.6 


0,705 




0.705 




Vergleichs- 
proben 














1 


52.9 


Serumproben von 
Normalpersonen 

iMittelwert 46.0 
S.D. 9.7 
Median 47.8 


0.502 


0.464 


0.483 


0.027 


2 


42.6 


0.518 


C.525 


0.522 


0.005 


3 


35.3 


0.522 


0,583 


0.553 


0.043 


4 


32.9 


0.571 


0.556 


0.563 


0,010 


5 


59.2 


0,410 


0.514 


0.462 


0.073 


6 


53.1 


0.485 


0.480 


0.482 


0.003 



Fig. 14 veranschaulicht in einem Balkendiagramm nochmals die gefundenen Werte fur 
Dialyse- und Normalpatienten, wonach das Serum von Dialysepatienten im Schnitt deutlich weniger 
aktives L25-Dihydroxyvitamin-D enthalt. Die grofie Varianz der Werte bei den Dialysepatienten 
zeigt zudem die Notwendigkeit, bei Dialysepatienten den Gehalt an aktiviertem 1,25-Dihydroxy- 
vitamin-D im Serum noch verstarkt zu kontrollieren, urn den typischen Folgen eines Vitamin-D- 
Mangels besser entgegentreten zu konnen. 
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PATENTANSPRUCHE 




worin ist: 

O das Sauerstoffatom einer Ethergruppe; 

X eine substituierte oder unsubstituierte Kohienwasserstoffstoffgruppe von 0,8 bis 4,2 

nm Lange, die iibliche Heteroatome wie S, O, N oder P aufweisen kann 
Y Wasserstoff oder Hydroxy; 

A eine Tracer-Gruppe, die von einem bindenden Protein mit holier Affmitat gebunden 
werden kann; 

R eine substituierte oder unsubstituierte Kohlenwasserstoff-Seitengruppe von 
Vitamin-D oder eines Vitamin-D-Metabolits. eine Seitengruppe von Vitamin-D 2 
oder D 3 , die 25-OH-Seitengruppe von Vitarnin-Di oder -D3. 

2. Vitamin-D-Derivat nach Anspruch 1, wobei A ausgewahlt ist aus Biotin, Digoxigenin, 
Tyrosin, FITC substituiertem Tyrosin, substituierten Aminosauren, charakteristischen 
Aminosaure- und Peptidsequenzen, FITC, Proteinen und Peptidgruppen, Protein A, Protein 
G, Vitamin-D-Derivaten, 25-OH-Vitamin-D. 

3. Vitamin-D-Derivat nach Anspruch 1, wobei A eine Verbindung ist der Formel (I), welche in 
der 3(3-Ste!lung uber eine Etherbriicke mit der Abstandsgruppe X verbunden ist. 

4. Vitamin-D-Derivat nach irgendeinem Anspruch 1 bis 3, wobei die Abstandsgruppe eine 
Lange von 0 ; 8 bis 2 nm, besonders bevorzugt 0,9 bis 1,5 nm. 

5. Vitamin-D-Derivat nach irgendeinem Anspruch 1 bis 4, wobei die Abstandsgruppe eine 
Aminocarbonsaure-, ein Aminoundecansaure- oder ein Aminopoiyetherrest ist. 
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6. Verfaliren zur Hersteliuns eines V i tarn in- D-Deri vats nach irgendeinem Anspruch I bis 5, 
umfassend die Schritte: a) Cyanoethylierung von 25-Hydroxyvitamin-D mil Acrylnitril in 
einem Gemisch mit Acetonitri), Kaliumhydrid und tert-Butanol und b) Reduktion der 
Nitrilgruppe mit LiH/LiAlH 4 . 

5 7. Verfaliren zur quantitativen Bestimmung von 25-Hydroxy- und la ? 25-Dihydroxy-Vitamin- 
D-Metabolit in einer Probe, dadurch gekennzeichnet, dass ein Vitamin-D-Derivat nach 
irgendeinem Anspruch 1 bis 5 als Bindungspartner eingesetzt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Verfahren eine Proteinbindungsanalyse umfasst. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei das Verfahren die Bindung an einen Rezeptor umfasst. 

10 10. Verfahren nach Anspruch 8, wobei das Verfahren eine Bindung an einen Antikorper 
umfasst. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das Verfahren ein kompetitiver Immunoassay ist, 
ausgewahlt aus RIA, EIA/ELISA, LiA und FiA. 

12. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das Verfahren ein Sandwich-Immunoassay ist, 
15 ausgewahlt aus IRMA, IEMA/EUA, ILMA (Immunolumineszenzassay) und IFMA (Im- 

munofluoreszenzassay). 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 12, umfassend eine feste Phase, ausgewahlt aus 
Mikrotiterpiatte und anderen festen Tragern, Mikropartikel, bevorzugt aus Agarose, 
polymerem Material, Cellulose, magnetische Mikropartikel. 

20 14. Verfahren nach einem Anspruch 7 bis 13, wobei das Verfahren automatisierbar in Fliissig- 
oder Festphase erfolgt. 

15. Verfahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und 1 ou25-Dihydroxy- Vitamin-D-Metaboliten 
nach irgendeinem Anspruch 7 bis 14, umfassend die Schritte: a) Beschichten eines festen 
Tragers mit Streptavidin; b) Zugabe von Biotin-Vitamin-D-Derivat nach irgendeinem 

25 Anspruch 1 bis 5; c) Zugabe der Probe und einer definierten Menge Vitamin-D-bindendes 

Protein;d) Bestimmung des gebundenen Bindungsproteins mit markierten Antikorpem 
gegen Vitamin-D-bindendes Protein. 

16. Verfahren zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und 1 a,25-Dihydroxy-Vitamin-D-Metaboliten 
nach irgendeinem Anspruch 7 bis 14, umfassend die Schritte: a) Beschichten eines Tragers 

30 mit Antikorpem gegen Vitamin-D-bindendes Protein; b) Zugabe von Vitamin-D-bindendes 

Protein; c) Zugabe der Probe sowie einer definierten Menge Biotin-gekoppeltes Vitamin-D- 
Derivat nach Anspruch 1; d) Bestimmung der Menge gebundenes Derivat mit markiertem 
Streptavidin. 
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17. Verfahren nach irgendeinem Anspruch 7 bis 16, wobei die Bestimmung erfolgt durch 
Markierung mit einem Enzym, das eine Nachweisreaktion katalysiert 

18. Reagenziensatz zur Bestimmung von 25-Hydroxy- und la,25-Dihydroxy-Vitamin-D- 
Metaboliten nach einem Verfahren gemaB irgendeinem Anspruch 7 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, dass er eine standardisierte Menge Feststoff oder Losung eines Vitamin-D- 
Derivats gemaB einem der Anspruche 1 bis 5 aufweist. 
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